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内容の要旨及び審査の結果の要旨
特定の遺伝子発現を抑制する手段としてアンチセンスDNA法などが注目されているが，高濃度のヌク
レオチド分子が必要となる場合がある。本研究ではc-er6B遺伝子プロモーターのSpl結合領域に分子間三
重鎖DNAを形成させるためのアンチジーンオリゴヌクレオチドの作成条件およびヒトグリオーマ細胞株
におけるその効果を検討した。
オリゴヌクレオチドは，標的領域26塩基のpoly-Pyr（ピリミジン）鎖をEGFR26-1とし，poly-Pur
(プリン）鎖をEGFR26-2とした。さらにpoly-Pur鎖のＣ（シトシン）をＧ（グアニン)，Ａ（アデニン）
をＴ（チミン）に変更しpoly-pur鎖およびpoly-Pyr鎖各々に平行に配向するものをEGFR26-3および
EGFR26-4とし三重鎖構造の形成を検討した。また，ヒトグリオプラストーマＵ８７ＭＧ株などにおいて以
下の結果を得た。
1）ゲルシフトアッセイに関してはpoly-Pur鎖に平行に配向するEGFR26-2およびEGFR26-3において濃
度依存性に三重鎖ＤＮＡの形成が示唆された。
2）円偏光二色性では，EGFR26-2と標的二本鎖ＤＮＡ断片との複合体において強度の不斉構造が示唆さ
れた。
3）アンチジーンオリゴヌクレオチドの細胞内取り込みに関しては，Ｕ８７ＭＧにおいて培養上清への投与
後４時間から96時間までほぼ安定であった。
4）半定量的RT-PCRでは，Ｕ８７ＭＧでは5匹Ｍのホスホロチオエート型EGFR26-2の添加によりEGFR26-1
と比較しc-er6BのmRNA発現は約１％までに阻害された。
5）DNA合成能に関しては，ＭＭのEGFR26-2によって，Ｈ－チミジン取り込み率が有意に減少した。
6）Ｕ８７ＭＧの足場依存性増殖については，２２Ｍのホスホロチオエート型EGFR26-2の投与６日後におい
てEGFR26-1と比較し41.8％（P＜0.001）までに阻害された。
以上，本研究は，ヒトc-er6B遺伝子プロモーターの調節エレメントに分子間三重鎖ＤＮＡを形成させる
ためのアンチジーンオリゴヌクレオチドの条件を検討しヒトグリオプラストーマの培養系における影響に
ついて検討したものであり，分子間三重鎖DNAの形成機構および転写阻害作用について重要な知見を与
え，さらに悪性脳腫瘍に対する新しい遺伝子療法の可能性を示唆するものであり，脳腫瘍学の発展に貢献
する労作と評価された。
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